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HLA Antígeno Leucocitário Humano
IFNs Interferons
IGSF Receptores semelhantes a imunoglobulinas
IL Interleucina
ITAM Motivos ativadores baseados em tirosina
ITIM Motivos inibidores baseados em tirosina
GVHD Doença do enxerto contra o hospedeiro
KIR Receptores das assassinas naturais semelhantes a imunoglobulinas
LCT Linfócitos T citotóxicos
LRC Complexo dos receptores leucocitários
NK Células Natural Killer, assassinas ou exterminadoras naturais
NKC Complexo Natural Killer
MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade
TNF Fator de necrose tumoral
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RESUMO
As células exterminadoras naturais (assassinas naturais, natural killer ou NK), 
que têm grande importância na imunidade inata agindo como primeira linha de defesa, 
apresentam receptores de membrana ativadores e inibidores que reconhecem moléculas 
MHC de classe I. Uma família desses receptores, chamados KIR (killer cell
imunoglobulin-like receptors), é codificada por um agrupamento de genes localizado, 
em humanos, no cromossomo 19q13.4, uma região genômica alterada por recentes 
expansões e contrações. O objetivo desse trabalho foi caracterizar a diversidade dos 
genes KIR em uma população Euro-brasileira, compará-la com outras populações já 
estudadas e analisar os variantes KIR no contexto de suas relações com seus ligantes 
HLA de classe I (HLA-A, -B e -C) conhecidos, verificando se há alguma correlação de 
freqüências entre KIR e alelos HLA. Genes KIR são bons marcadores genéticos e 
estudos de populações podem ajudar a compreender os mecanismos envolvidos na 
rápida evolução do complexo. Além disso, há evidências de que as freqüências dos 
genes KIR podem ser influenciadas por fatores exógenos, e possivelmente isso é 
relacionado com a interação parasita-hospedeiro, uma hipótese de seleção natural a ser 
testada. Foram genotipados 153 indivíduos de ancestralidade predominantemente 
européia da região de Curitiba, utilizando o método PCR-SSP seguida de corrida 
eletroforética em gel de agarose 3%. Observamos que as freqüências dos genes KIR
inibidores foram mais elevadas e homogêneas que as freqüências dos genes ativadores 
Exceto 2DL5 (51,9%), todos os genes KIR inibidores foram encontrados com freqüência 
de presença de pelo menos 59% (2DL2) até 100% (3DL2 e 3DL3), similar às de outras 
populações de ascendência européia. Com exceção do gene 2DS4, nenhum outro gene 
ativador de cauda curta (2DS ou 3DS) atingiu freqüência de presença superior a 60%. A 
amostra de Curitiba apresentou vários genes cujas freqüências diferiram de forma 
estatisticamente significantes em comparação com as das amostras populacionais 
africana e asiática. Estimamos que 54% dos indivíduos apresentam em ao menos um 
cromossomo um alelo funcional do gene KIR2DS4, enquanto 75% apresentam em ao 
menos um cromossomo um alelo não funcional. Os perfis fenotípicos mais freqüentes 
foram os mesmos encontrados em alta freqüência em populações européias e realizamos 
inferência haplotípica. A partir do cálculo de distâncias genéticas, construímos um 
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dendograma com 59 populações de diferentes regiões geográficas, que mostra 
semelhança entre as populações européias e euro-descendentes. O padrão de 
desequilíbrio de ligação entre genes KIR foi analisado, mostrando forte desequilíbrio 
entre alguns genes. Também analisamos alguns ligantes HLA conhecidos (HLA-A, -B e 
–C). Homozigotos C1/C1 corresponderam a 43,8% enquanto os genótipos C1/C2 e 
C2/C2 foram encontrados em freqüências de 27,0% e 29,2% respectivamente. 
Homozigotos Bw4 representaram 15,9% e heterozigotos representaram 42,8% dos 
indivíduos testados. Nós chamamos de ligantes funcionais aqueles cujos receptores KIR
estão presentes no indivíduo. Assim, se um indivíduo tem 2DL2, mas não 2DL1 e 
possui ambos os ligantes C1 e C2, esse tem apenas um ligante funcional (C1), em vista 
da ausência do receptor para C2, 2DL1, nesse indivíduo. A população em estudo 
apresentou uma média de 3,2 ligantes funcionais por indivíduo e cada indivíduo tem ao 
menos dois ligantes funcionais. Todos os ligantes e seus respectivos receptores tiveram 
suas freqüências distribuídas independentemente. Dos indivíduos que apresentaram 
ausência de Bw4 de HLA-B, 45% apresentaram Bw4 de HLA-A. Portanto, esses dois 
genes provavelmente são igualmente importantes na função de reconhecimento por 
parte das células NK. Estudos populacionais não somente fornecem o fundamento para 
estudos evolutivos, mas também podem ajudar para a compreensão da variação normal 
desses genes, o que poderá servir como base para outros estudos. Podem colaborar na 
compreensão de como a ausência ou presença de certos receptores KIR e de 
combinações KIR-HLA contribuem para a patogênese de doenças complexas.
Palavras-chave: receptores semelhantes a imunoglobulinas; KIR; MHC classe I; 
freqüências gênicas, genética de populações humanas; população brasileira.
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ABSTRACT
The killer immunoglobulin-like receptors (KIR) interact with class I HLA molecules for 
recognition of targets by natural killer (NK) cells as well as NK cell 'licensing'. The 
polymorphic KIR gene complex includes varying numbers of inhibitory and activating 
receptors. This study aimed to characterize KIR genetic diversity in a Brazilian 
population and to compare it with other populations. The joint distribution of KIR genes 
and their known HLA ligands was also analyzed to search for evidences of co-
evolution. We studied a population of predominantly European ancestry from Curitiba, 
Paraná State, Brazil (n=153) for 14 KIR genes and the 2DP1 pseudogene. Comparisons 
with other 59 worldwide populations showed consistency of the KIR gene frequency 
distribution with geography and ancestry. Inhibitory genes usually were more frequent 
and more similar between populations than activating genes. The studied population 
was similar to European and other Euro-descendant populations, but as an admixed 
population, showed higher genetic diversity. We found 27 KIR profiles, many of them 
uncommon in European populations, in agreement with the historically recent high gene 
flow in the study populations. The Bw4 epitope was seen at similar frequency in both 
the HLA-A and -B loci, such that both these genes seemingly contribute equally with 
ligands for the 3DL1/S1 receptors. None of the analyzed individuals lacked functional 
KIR receptor-HLA ligand combinations. The frequencies of KIR receptors and 
respective HLA ligands were distributed independently, a result compatible with low or 
absent selection pressure on KIR-HLA combinations.
Key words: killer cell immunoglobulin-like receptors; KIR; MHC class I; gene 
frequencies; population genetics; Brazilian population.
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1 INTRODUÇÃO
As células exterminadoras naturais (assassinas naturais, natural killer ou NK), 
que têm grande importância na imunidade inata agindo como primeira linha de defesa, 
apresentam receptores de membrana ativadores e inibidores que reconhecem moléculas 
MHC de classe I (YOKOYAMA, 1998; COLUCCI, DI SANTO e LEIBSON, 2002). 
Uma família desses receptores, chamados KIR (killer cell imunoglobulin-like 
receptors), é codificada por um agrupamento de genes localizado, em humanos, no 
cromossomo 19q13.4 (DUPONT, SELVAKUMAR e STEFFENS, 1997; 
SELVAKUMAR et al., 1997), uma região genômica alterada por recentes expansões e 
contrações (UHRBERG, 2005; MARTINEZ-BORRA e KHAKOO, 2008).
O interesse pelo estudo da família KIR tem aumentado nos últimos anos, 
havendo estudos realizados em vários países. Amostras populacionais da Argentina
(FLORES et al., 2007), Irlanda do Norte (MIDDLETON, MEENAGH e GOURRAUD, 
2007) e outras populações européias ou euro-descendentes (UHRBERG, PARHAM e 
WERNET, 2002; DENIS et al., 2005; DU et al., 2007) já foram analisadas, mostrando
similaridade entre essas populações. Por outro lado, amostras populacionais de 
africanos (NORMAN et al., 2002; DENIS et al., 2005), aborígenes australianos, 
vietnamitas (TONEVA et al., 2001), chineses (JIANG et al., 2005), japoneses 
(YAWATA et al., 2002) e ameríndios (GENDZEKHADZE ET AL., 2006; 
GUTIERREZ-RODRIGUEZ ET AL., 2006; FLORES ET AL., 2007) são diferentes em 
relação às freqüências dos genes KIR, revelando diferenças entre continentes. Três 
genes (2DL4, 3DL2 e 3DL3) e um pseudogene (3DP1) definem a organização geral dos 
haplótipos KIR, delimitando as regiões centromérica e telomérica. São, por isso, 
chamados de genes moldura (do inglês framework genes) e estão presentes em 
praticamente todos os indivíduos já analisados. Os genes inibidores apresentaram maior 
homogeneidade de distribuição e freqüências mais elevadas que aquelas encontradas 
para genes ativadores. Há pouca informação a respeito das freqüências desses genes em 
populações brasileiras, sendo que apenas uma amostra populacional de Belo Horizonte 
já foi caracterizada (MIDDLETON et al., 2008) e pouco se sabe a respeito desses genes 
em populações ameríndias.
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Dois grupos de haplótipos foram descritos, A e B. O haplogrupo A normalmente 
apresenta sete genes KIR inibidores (3DL2, 2DL3, 2DL1, 2DL4, 3DL1, 2DS4 e 3DL2) 
sendo 2DS4 o único ativador de cauda curta. Interessantemente, 2DS4 possui um grupo 
de cinco alelos não funcionais, caracterizados por uma deleção de 22pb (MAXWELL et 
al., 2002). O haplogrupo B compreende haplótipos com vários genes ativadores de 
cauda curta (2DS1, 2DS2, 2DS3 e 2DS5), além do gene inibidor 2DL2, todos esses 
genes estão em uma grande quantidade de combinações (UHRBERG et al., 1997; 
UHRBERG, PARHAM e WERNET, 2002). Todos os alelos de genes KIR já descritos 
estão catalogados no banco de dados on-line IPD KIR-Database (ROBINSON et al., 
2003). Aproximadamente 300 perfis (fenótipos moleculares) KIR já foram encontrados 
em 78 populações estudas, todos catalogados on-line no banco de dados do 
Allelefrequencies.net (MIDDLETON et al., 2003).
A presença ou ausência de certos genes KIR, bem como diferentes combinações 
de genes KIR e ligantes HLA, já foram associadas a várias doenças (KHAKOO e 
CARRINGTON, 2006; JIAO et al., 2008; LEVINSON et al., 2008). Além disso, há
evidências de co-evolução de genes KIR e ligantes HLA (SINGLE et al., 2007). Certas 
moléculas HLA de classe I já foram claramente definidas como ligantes KIR: o receptor 
inibidor 2DL1 liga-se a moléculas HLA-C do grupo C2, um conjunto moléculas com 
lisina na posição 80 da cadeia pesada; receptores 2DL2 e 2DL3 ligam-se, por sua vez, 
às moléculas do grupo C1, que apresentam asparagina nessa mesma posição. O receptor 
3DL1 reconhece um subconjunto de moléculas HLA-A ou -B que apresentam o motivo 
sorológico Bw4 (revisado por KHAKOO e CARRINGTON, 2006). Foi verificado que o 
receptor 3DL1 é inibido mais fortemente pelo subconjunto de moléculas Bw4 que 
apresenta isoleucina na posição 80 (CELLA et al., 1994; CARR, PANDO e PARHAM, 
2005).
O objetivo desse trabalho foi caracterizar a diversidade dos genes KIR em uma 
população Euro-brasileira, compará-la com outras populações já estudadas e analisar os 
variantes KIR no contexto de suas relações com seus ligantes HLA de classe I (HLA-A, 
-B e -C) conhecidos, verificando se há alguma correlação de freqüências entre KIR e 
alelos HLA. Genes KIR são bons marcadores genéticos e estudos de populações podem 
ajudar a compreender os mecanismos envolvidos na rápida evolução do complexo.
Além disso, há evidências de que as freqüências dos genes KIR podem ser influenciadas 
por fatores exógenos, e possivelmente isso é relacionado com a interação parasita-
hospedeiro, uma hipótese de seleção natural a ser testada (KULKARNI et al., 2008). 
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2 CÉLULAS NK E SEUS RECEPTORES
2.1 NATURAL KILLER: UMA CÉLULA ESPECIAL
As células NK são linfócitos derivados da medula óssea, muitos dos quais 
exibem morfologia granular. São encontradas no sangue periférico, compreendendo 
aproximadamente 15% dos linfócitos periféricos e também são vistos em certos tecidos, 
como placenta, fígado e cavidade peritoneal. Células NK provenientes de roedores e 
humanos compartilham muitas funções e características, mas diferem na expressão de 
suas moléculas da superfície (BIRON et al., 1999; BIRON e BROSSAY, 2001).
Além de fundamental importância da função das células NK para a eliminação 
de células neoplásicas e infectadas, essas células estão também relacionadas à doença 
do enxerto contra hospedeiro (GVHD) nos transplantes de medula óssea e regulação da 
hematopoiese. Estudos recentes sugerem que as NK podem conduzir e/ou direcionar 
respostas imunes adaptativas (FLODSTROM et al., 2002). 
Elas são ativadas por citocinas pró-inflamatórias como interferons tipo I (INFs) e 
interleucinas-12 (IL-12) (WARREN, 1996), ou ainda por dinucleotídeos citosina-
guanina não metilados de origem bacteriana (BALLAS, RASMUSSEN e KRIEG, 
1996). Essa ativação acentua a citotoxidade das NK e a produção de citocinas. As 
células NK utilizam vários mecanismos indutores de apoptose, como perfurinas, 
granzimas e fatores de necrose tumoral (TNF), para lisar as células alvo de maneira 
rápida e precisa (FLODSTROM et al., 2002).
2.2 AÇÃO CITOTÓXICA DOS LINFÓCITOS NO EXTERMÍNIO DE CÉLULAS 
INFECTADAS E NEOPLÁSICAS
As moléculas HLA de classe I clássicas (HLA-A, -B e -C) são expressas na 
superfície da maioria das células do corpo e são reconhecidas por pelo menos dois tipos 
celulares distintos: linfócitos T citotóxicos (CTL) e as células NK. Durante uma 
infecção viral, as moléculas de classe I apresentam peptídeos virais aos receptores das 
células T. Na presença de sinais co-estimuladores, é desencadeada uma série de sinais
que resultam na ativação dos CTLs, que exterminarão as células infectadas 
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(ZINKERNAGEL e DOHERTY, 1974). Já as células NK possuem receptores 
ativadores e inibidores que, em conjunto, modulam sua ação exterminadora. 
Quando moléculas HLA de classe I ligam-se aos seus receptores inibidores 
específicos nas células NK, são gerados sinais inibidores que neutralizam os sinais
ativadores das células NK, garantindo dessa forma, a sobrevivência das células normais 
do organismo. Portanto, a expressão de moléculas HLA garante a identificação das 
células saudáveis e a inibição do ataque por NK. Porém, muitas infecções virais e 
tumores regulam negativamente a expressão de moléculas HLA. A diminuição ou 
ausência de expressão das moléculas HLA impedem a geração de sinais inibidores nas 
células NK, que destruirão as células infectadas ou neoplásicas (BIRON et al., 1999). Se 
houver reconhecimento de sinal específico por receptores ativadores devido a produtos 
de células infectadas ou neoplásicas, essas também serão mortas por células NK. Dessa 
forma, os linfócitos T citotóxicos e as células NK são dois importantíssimos efetores 
das respostas a infecções e anormalidades.
2.3 REPERTÓRIO DE RECEPTORES DE SUPERFÍCE DAS NK
Muitos são os receptores das células NK (TABELA 1), mas um detalhe 
importante é a forma como eles são expressos. Cada célula NK expressa um conjunto 
diferente de receptores que reconhecem moléculas do MHC (FIGURA 1). O processo 
que a célula utiliza para ativar a co-expressão de um subconjunto de genes codificantes 
de receptores parece ser inicialmente aleatório (RAULET, VANCE e MCMAHON, 
2001). Dessa forma, nem todas as células NK do organismo apresentam os mesmos 
receptores, podendo cada clone ser específico para certos locais ou tecidos e cada um 




FIGURA 1 – EXPRESSÃO CLONAL DE GENES KIR.
A – SÃO MOSTRADAS QUATRO CÉLULAS DE UM ÚNICO INDIVÍDUO. A 
EXPRESSÃO CLONAL GERA CÉLULAS NK COM DIFERENTES COMBINAÇÕES DE
RECEPTORES. B – A ALEATORIEDADE PODE GERAR CÉLULAS AUTORREATIVAS 
QUE DEVEM SER ELIMINADAS. RECEPTORES ATIVADORES SÃO MOSTRADOS EM 








TABELA 1 - RECEPTORES ATIVADORES E INIBIDORES DAS CÉLULAS NK. 
(RAULET, 2004)
ATIVADORES             INIBIDORES
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2.4 GENES DOS RECEPTORES DAS NK: DOIS GRUPOS DISTINTOS
Os genes que codificam os receptores das células NK estão agrupados
principalmente em dois cromossomos distintos (FIGURA 2). No cromossomo 12 estão 
localizados os genes CD94 e NKG2, que são os genes dos receptores semelhantes à 
lectina tipo C e estão presentes em uma região de aproximadamente 2 Mb na região 
genômica 12p13.1, no Natural Killer Complex (NKC) (BROWN et al., 2001). 
No cromossomo 19, na região 19q13.4, está o Leukocyte Receptor Complex 
(LRC) que compreende mais de 25 genes oriundos de seguidas duplicações (WILSON 
et al., 2000) pertencentes à superfamília das imunoglobulinas. 
A detecção dos alvos celulares pelas células NK é mediada por receptores
pertencentes a duas superfamílias: os receptores semelhantes à imunoglobulina (IgSF) e 
os receptores semelhantes à lectina tipo C, que podem contribuir com sinais inibidores 
e/ou ativadores. A função efetora desses receptores é controlada por seqüências em 
caudas citoplasmáticas e na porção transmembrânica (VELY e VIVIER, 1997). 
Moléculas com função inibidora possuem motivos inibidores baseados em tirosina –
ITIMs (LONG, 1999) – e as moléculas com potencial ativador apresentam motivos 
ativadores baseados em tirosina – ITAMs (ISAKOV, 1998). Os receptores, seus ligantes 
e motivos baseados em tirosina estão representados na FIGURA 3.
São conhecidos os ligantes específicos de alguns receptores das células NK, mas 
muitos deles ainda são desconhecidos. As interações ligante/receptor conhecidas foram 
mostradas na FIGURA 4.
2.5 NOMENCLATURA KIR
A nomenclatura dos genes KIR (LONG, COLONNA e LANIER, 1996) é 
baseada no número de domínios extracelulares semelhantes à imunoglobulina (dois ou 
três) e no tamanho da cauda citoplasmática, sendo L para caudas longas (do inglês, 
long) e S para caudas curtas (do inglês, short) (FIGURA 5). De modo geral, moléculas 
KIR que possuem caudas longas promovem sinais inibidores enquanto os receptores de 
caudas curtas promovem sinais ativadores (PARHAM, 2005). KIR2DL4
excepcionalmente promove ambos os sinais inibidor e ativador (KIKUCHI-MAKI et 
al., 2003). A diversidade alélica foi observada para a maioria dos genes KIR e os nomes 
dos alelos são baseados na nomenclatura utilizada para locos HLA.
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FIGURA 2 - GENES DOS RECEPTORES NK DAS REGIÕES NKC E LRC:
APENAS GENES QUE CODIFICAM MOLÉCULAS SEMELHANTES À LECTINA E 
IMUNOGLOBULINA SÃO MOSTRADOS. TRATA-SE DE UMA FIGURA ILUSTRATIVA 
E O MAPA NÃO POSSUI ESCALA (TROWSDALE, 2001).
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A B
FIGURA 3 - INTERAÇÕES ENTRE RECEPTORES INIBIDORES E ATIVADORES 
COM MHC CLASSE I. 
A – MOLÉCULAS SEMELHANTES À IMUNOGLOBULINA DE 2 E 3 DOMÍNIOS
CITOPLASMÁTICOS, COM POTENCIAL INIBIDOR, SÃO MOSTRADAS EM AZUL. 
ITIMS SÃO MOSTRADOS COMO CAIXAS RETANGULARES. B - RECEPTORES NK
ATIVADORES, COM SEUS ITAMS REPRESENTADOS COMO PEQUENOS DISCOS





FIGURA 4 - INTERAÇÃO DOS GENES DO NKC E LRC COM O MHC E 
MOLÉCULAS RELACIONADAS.
AS LINHAS PONTILHADAS REPRESENTAM INTERAÇÕES LIGANTE/RECEPTOR 
CONHECIDAS (TROWSDALE, 2001).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA E NOMENCLATURA DE MOLÉCULAS KIR.
A LINHA HORIZONTAL REPRESENTA A MEMBRANA CELULAR. OS DOMÍNIOS
EXTRACELULARES ESTÃO REPRESENTADOS ACIMA DA MEMBRANA E A CAUDA 
CITOPLASMÁTICA, ABAIXO. CAUDAS LONGAS (L) E CURTAS (S) E O NÚMERO DE 
DOMÍNIOS DEFINEM O NOME DO GENE. OS DOIS PSEUDOGENES SÃO CHAMADOS 
KIR2DP1 E KIR3DP1. O PRIMEIRO APRESENTA SEMELHANÇA COM OUTROS GENES 
DE DOIS DOMÍNIOS ENQUANTO O SEGUNDO APRESENTA SEMELHANÇA COM O 
KIR3DL3. ELES PODEM APRESENTAR DIVERSOS NOMES NA LITERATURA, COMO 
KIRZ E KIRX RESPECTIVAMENTE (CARRINGTON E NORMAN, 2003). 
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2.6 DIVERSIDADE HAPLOTÍPICA
Em humanos, foram identificados quinze genes KIR e dois pseudogenes 
(WILSON et al., 2000). No entanto, o diferente e incomum polimorfismo desse 
complexo faz com que os genes KIR existentes sejam contados de maneira diferente por 
diversos autores. Eles estão situados em um segmento de DNA que foi submetido à 
expansão e contração ao longo da evolução e estudos sobre haplótipos KIR sugerem 
uma história de duplicação gênica e permuta desigual na região (CARRINGTON e 
NORMAN, 2003). Os haplótipos dos genes KIR foram separados em dois haplogrupos, 
A e B (FIGURA 6). O haplogrupo A é composto basicamente por um único haplótipo 
no que se refere a conteúdo gênico, ou seja, presença/ausência de determinados genes. É 
constituído sempre por sete genes, contrariamente ao haplogrupo B, que contém vários 
haplótipos quanto ao conteúdo gênico, com sete a onze genes. No entanto, o haplótipo 
A é o mais comum na maioria das populações já estudadas (UHRBERG et al., 1997; 
UHRBERG, PARHAM e WERNET, 2002).
A diferença mais relevante entre esses dois haplogrupos, que traz uma 
implicação funcional, é o número de genes que codificam receptores estimuladores (ou 
ativadores). O haplótipo A contém um único gene KIR ativador, 2DS4, além do 2DL4
que é tanto inibidor quanto ativador. Já o haplogrupo B contém uma variedade de 
combinações de 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1, 2DS4, além de 2DL4. Entretanto, o 
gene ativador do haplogrupo A, 2DS4, possui um alelo nulo freqüente em 80% da 
população irlandesa (MAXWELL et al., 2002). Do mesmo modo, 2DL4 possui um 
grande número de alelos não funcionais causados por deleções que alteram a matriz de 
leitura (YAWATA et al., 2006).
Os haplótipos dos genes KIR diferenciam-se pela quantidade e variedade de 
genes que os compõem. Com o polimorfismo alélico desses genes, haplótipos idênticos 
quanto ao conteúdo gênico podem diferir pela combinação alélica. Dessa forma, há três 
componentes que determinam a diversidade dos genótipos KIR: os genes presentes nos 
diferentes haplótipos, polimorfismo alélico e a combinação de haplótipos materno e 
paterno. Esses três componentes combinados aliados à elevada heterozigosidade em 
populações fazem com que seja praticamente impossível achar duas pessoas não 
relacionadas geneticamente que apresentem os mesmos variantes dos genes KIR. Os 
haplótipos mais freqüentes em estudos realizados estão listados na FIGURA 7.
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Muito do que se sabe a respeito dos haplótipos se deve a estudos realizados 
sobre perfis de genótipos KIR, ou seja, pela presença ou ausência de genes em 
indivíduos não aparentados. Alguns pares de genes do haplogrupo B apresentam um 
desequilíbrio de ligação muito forte, o que pode possibilitar a identificação dos 
haplótipos (UHRBERG et al., 1997). Já foram descritos mais de 100 perfis quanto à 
presença/ausência dos genes KIR (CARRINGTON e NORMAN, 2003) e o número 
continua aumentando à medida que mais estudos populacionais são realizados.
Expansão e contração da região KIR parecem ter ocorrido devido, 
principalmente, à permuta desigual. Como conseqüência desse evento genético, é 
possível a ocorrência de haplótipos que possuem duas ou mais cópias de um gene e um 
rearranjo na ordem dos locos. KIR2DL5 é o gene identificado mais recentemente 
(VILCHES et al., 2000) e novas análises de segregação mostraram que alelos desse 
único gene ocupam dois locos (2DL5A e 2DL5B) que podem estar concomitantemente 
no mesmo haplótipo (GOMEZ-LOZANO et al., 2002). Haplótipos contendo múltiplas 
cópias de um mesmo gene aumentam ainda mais a diversidade haplotípica de KIR.
As freqüências dos haplótipos dos grupos A e B variam muito de uma população 
para outra. Já foram registradas freqüências haplotípicas do haplótipo A de 75% em 
japoneses, 58% em caucasóides, mas de apenas 15% em aborígines australianos 
(TONEVA et al., 2001; YAWATA et al., 2002; PARHAM, 2005). A maior diversidade 
haplotípica intra-populacional foi registrada em populações sul-asiáticas (NORMAN et 
al., 2002; RAJALINGAM et al., 2002)e a menor em japoneses (YAWATA et al., 2002). 
Compreender a diversidade haplotípica entre populações é importante para elucidar 
variações de susceptibilidade e resistência a doenças complexas e planejamento desse 
tipo de estudo, além de ajudar a reconstruir a história biológica de populações humanas.
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FIGURA 6 - ORDEM DE GENES DE DOIS HAPLÓTIPOS DE GENES KIR 
COMPLETOS. 
TRÊS EXEMPLOS DE HAPLÓTIPOS, EM QUE O PRIMEIRO É O REPRESENTANTE 
MAIS COMUM DO HAPLOGRUPO A E OS OUTROS DOIS SÃO EXEMPLOS DE 
REPRESENTANTES DO HAPLOGRUPO B. OS GENES MARCADOS (GRIFADOS) SÃO 
PRESENTES EM TODOS OS HAPLÓTIPOS. A SETA INDICA O ÚNICO GENE 
ESTIMULADOR DE CAUDA CURTA DO HAPLÓTIPO A. O HAPLOGRUPO B ESTÁ 
REPRESENTADO POR DOIS ÚNICOS HAPLÓTIPOS, DOS MUITOS JÁ DESCRITOS. 
FIGURA ADAPTADA DE CARRINGTON E NORMAN (2003).
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FIGURA 7 - DIVERSOS HAPLÓTIPOS DOS GENES KIR, COM BASE NO 
CONTEÚDO GÊNICO. 
OS HAPLÓTIPOS FORAM DETERMINADOS POR ANÁLISE DE SEGREGAÇÃO, MAS 
MUITOS AINDA PODEM SOFRER ALTERAÇÕES JÁ QUE NEM SEMPRE A ANÁLISE 
DE SEGREGAÇÃO PODE DETERMINAR PRECISAMENTE O CONTEÚDO GÊNICO. 
PORTANTO, ALGUNS HAPLÓTIPOS FORAM DEFINIDOS PELA FREQÜÊNCIA 
GÊNICA E POR DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE PARES DE GENES KIR. 
(KHAKOO E CARRINGTON, 2006).
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2.7 DIVERSIDADE ALÉLICA
O polialelismo nos locos dos haplótipos KIR é mais um fator que contribui para
a diversidade KIR, mesmo para aqueles indivíduos que possuem haplótipos que não 
diferem quanto ao conteúdo gênico. Devido à similaridade entre os genes dos 
receptores da superfamília das imunoglobulinas e a história de permuta desigual, foi 
sugerido que diferentes genes podem ter ocupado o mesmo loco. Havia sido sugerido
que os genes 2DS4 e 2DS1 segregavam como alelos de um mesmo loco (UHRBERG et 
al., 1997), no entanto, dados mais recentes revelam que eles estão em diferentes locos. 
Os genes 3DL1 e 3DS1 parecem ocupar a mesma região genômica em diferentes 
haplótipos (WILSON et al., 2000) e estudos de segregação indicam que eles são alelos 
de um mesmo loco (GARDINER et al., 2001). Entretanto, já foram descritos haplótipos 
raros em que ocorre a ausência ou presença de ambos (CRUM et al., 2000; GARDINER 
et al., 2001), que podem ter sido formados por permuta desigual subseqüentes à 
formação do gene. Já foi sugerido por diversos estudos que os genes 2DL2 e 2DL3
também se comportam como alelos de um mesmo loco (WITT et al., 1999; CRUM et 
al., 2000; NORMAN et al., 2002). 
Através de seqüenciamento, um novo variante para o gene 2DS4, caracterizado 
por uma deleção de 22pb, foi descrito (HSU et al., 2002). Essa deleção ocorre na região 
que codifica o segundo domínio semelhante à imunoglobulina da região extracelular e,
com isso, há mudança no quadro de leitura, de forma que esse variante resulta em uma 
proteína sem função. Devido à homologia do novo variante com o gene do receptor de 
NK presente em macacos Mm-KIR1D, foi a ele sugerido o nome de KIR1D também em 
humanos. KIR1D apresenta freqüência elevada em vários estudos populacionais já 
realizados (DENIS et al., 2005; JIANG et al., 2005; GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 
2006; MAHFOUZ et al., 2006) e também foi analisado no presente trabalho.  No 
entanto, sabe-se hoje que 1D consiste de um grupo de pelos menos cinco alelos
(ROBINSON et al., 2003).
2.8 IMUNOGENÉTICA DOS RECEPTORES DAS CÉLULAS NK
A baixa expressão de moléculas MHC elimina o sinal inibidor, causando a morte 
da célula infectada ou transformada. Esse modelo é conhecido como “missing-self” 
(falta do próprio), pois as células exterminadoras naturais agem quando reconhecem a 
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ausência de moléculas que conferem a identidade da célula diferentemente dos 
linfócitos T que geralmente agem pelo reconhecimento de moléculas alteradas (do 
inglês altered-self). Conseqüentemente, todas as células NK possuem pelo menos um 
receptor inibidor para o reconhecimento das células do próprio organismo 
(LJUNGGREN et al., 1991; VALIANTE e PARHAM, 1997).
Uma alorreação ocorre quando as moléculas HLA das células alogênicas não 
incluem os ligantes inibidores das células NK. Esse fenômeno pode ser ilustrado com 
receptores KIR específicos para HLA-C. Moléculas HLA-C possuem um polimorfismo 
na posição 80 da seqüência de aminoácidos, que determina dois grupos distintos de 
ligantes inibidores. Ligantes HLA-C com lisina na posição 80 se ligam ao 2DL1
enquanto as moléculas HLA-C com uma asparagina na posição 80 se ligam em 2DL2 e
2DL3. Uma pessoa que possui os dois tipos distintos de HLA-C apresenta um conjunto 
de células NK que é inibido pelas moléculas HLA-C com lisina e outro conjunto de 
células que é inibido por HLA-C com asparagina na posição 80. Nesse caso, suas 
células NK causarão lise das células de quaisquer pessoas que sejam homozigotas para 
aspagina 80 ou lisina 80, já que as células do homozigoto para lisina 80 serão lisadas 
pelo conjunto de células que não terão seu receptor 2DL1 inibido e as células de 
homozigotos para asparagina 80 serão eliminadas pelas NK que não terão seus 
receptores 2DL2 e 2DL3 inibidos (KARRE, 2002). Esse tipo de reação pode ajudar aos 
pacientes de leucemia que recebem transplantes de medula óssea, uma vez que as 
células neoplásicas, caso sobrevivam à intensa radioterapia e quimioterapia, serão
eliminadas pelas células NK transplantadas. Dessa forma há uma diminuição drástica na 
chance de reincidência da doença (PARHAM e MCQUEEN, 2003). 
Os receptores ativadores já foram associados a muitas doenças. Estudos mostram 
que os genes 2DS1 e 2DS2 conferem susceptibilidade à artrite psoriática caso haja 
ausência de ligantes HLA-C para os receptores inibidores 2DL1 e/ou 2DL2/3 (MARTIN 
et al., 2002). A presença do gene 2DS1, em conjunto com a ausência dos ligantes dos 
genes 2DL2 e 2DL3, está associada a uma pior recuperação de pacientes de leucemia 
mielóide tratados com transplante de medula óssea (COOK et al., 2004). A diabetes tipo 
1 foi associada ao aumento de genes KIR ativadores em conjunto com a combinação de 
2DS2 e a presença de HLA-C com asparagina 80 (VAN DER SLIK et al., 2003). De 
forma parecida, a combinação entre 2DS2 e HLA-C asparagina 80 estão associados à
vasculite, ocorrendo como complicação da artrite reumatóide (YEN et al., 2001). No 
entanto, é importante lembrar que essas associações de doenças com genes ativadores 
24
podem ser decorrentes de desequilíbrio de ligação com outros locos. Dessa forma, ainda 
permanecem desconhecidos os motivos que levam células NK, responsáveis 
principalmente pela defesa inata do organismo, a estarem associadas a doenças 
autoimunes.
2.9 ASPECTOS EVOLUTIVOS
Em estudos recentes sobre KIR foi sugerido que a variação do conteúdo gênico e 
a diversidade alélica podem afetar a função e o nível de especificidade e sensibilidade 
das células NK. A presença ou ausência de alguns genes pode ser diretamente associada 
ao ganho ou perda de especificidade como, por exemplo, o já citado 2DL1 e seu ligante 
específico HLA-C com lisina na posição 80. A variação no número de genes também é 
associada a mudanças qualitativas na ação específica das NK. Desse modo, a seleção 
natural, pode alterar as freqüências de certos genes, dependendo de fatores ambientais e 
endógenos, garantindo maior resistência a certos tipos de infecções e outras doenças. 
Além disso, diferenças populacionais podem ser decorrentes da ação da deriva genética, 
efeito fundador e fluxo gênico.
Genes KIR podem ser usados como marcadores. Estudos sobre a diversidade 
desse complexo podem ajudar a reconstruir a história biológica da espécie humana e a 
entender porque certos variantes dos genes KIR podem estar sob efeito de seleção 
natural. Populações com histórias biológicas diferentes podem mostrar diferença nas 
freqüências dos genes KIR devido às diferenças de fatores endógenos e exógenos aos 
quais estão submetidos.
2.10 O PAPEL DAS CÉLULAS NK NA AUTOIMUNIDADE
Desde 1980, vários estudos já descreveram uma diminuição acentuada do 
número e da atividade das células NK no sangue periférico em pacientes com doenças 
autoimunes, como artrite reumatóide, diabetes melitus, lúpus eritematoso sistêmico, 
entre outras. O papel das NK na autoimunidade, revisado por vários autores 
(FLODSTROM et al., 2002; FRENCH e YOKOYAMA, 2004), será brevemente 
descrito a seguir.
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Já foi visto que as NK atacam células alvo através de citocinas e citotoxidade 
direta. As quimiocinas e citocinas liberadas por essas células influenciam o início da 
resposta imune adaptativa. Dessa forma, as funções das NK devem ser reguladas 
cuidadosamente para que não haja danos em tecido saudável ou liberação alterada 
dessas substâncias que poderiam desregular a atividade do sistema imune adaptativo.
Foi sugerido que as células NK, inicialmente reconhecidas componentes da 
imunidade inata, também atuam na imunidade adaptativa. Linfócitos T autorreativos 
podem ser ativados quando autoantígenos ou moléculas semelhantes a eles são 
transportados para os órgãos linfóides e apresentados pelas células apresentadoras de 
antígenos. Portanto, uma etapa crítica de regulação acontece nesse local. Salazar-
Mather, Biron e colaboradores (SALAZAR-MATHER, ISHIKAWA e BIRON, 1996; 
BIRON et al., 1999) sugeriram que as células NK migram para a região rica em células 
apresentadoras de antígenos e podem regular as respostas imunes em infecções virais. 
Outros estudos corroboram essa hipótese, mostrando que as células NK são recrutadas 
no local de apresentação de antígenos influenciando de maneira crítica e/ou regulando o 
início da resposta imune adaptativa. 
A comunicação entre células NK e as células dendríticas não é unidirecional. A 
maturação das células dendríticas mediada por NK é o elo entre a resposta por NK e a 
resposta por células T. O contato com o receptor NKp30 das células NK influencia a 
maturação das células dendríticas, que também podem acentuar as atividades citolíticas 
e a produção de interferon pelas células NK.
As células dendríticas atuam apresentando antígenos para os linfócitos T. Além 
da ativação de células T, as células dendríticas regulam a proliferação e diferenciação de 
linfócitos B e a secreção de imunoglobulinas, a aquisição de suas funções efetoras e 
recrutamento para os tecidos, o que pode trazer conseqüências para o desenvolvimento 
de resposta contra antígenos próprios. Esse conjunto de interações torna as NK 
importantes na atividade dos linfócitos B.
Foi descrita a participação das células NK no desenvolvimento da doença 
autoimune miastenia grave em ratos (SHI et al., 2000), a qual é mediada por células B e 
anticorpos. Além disso, foi evidenciada uma relação forte as células NK e células T e B 
autorreativas.
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3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS
Estudos populacionais fornecem dados de freqüência que permitem um melhor 
conhecimento da evolução do polimorfismo genético e das relações biológicas entre as 
populações humanas. Além disso, é possível observar as variações de freqüências 
alélicas em cada população individual e comparar populações entre si. Também é 
possível investigar a diversidade alélica intra e inter-populacional, as distâncias 
genéticas entre populações, os perfis genéticos distintos, os alelos ancestrais, 
mecanismos de manutenção e geração de tais polimorfismos e a influência de fatores 
genéticos na susceptibilidade a certas doenças. Verificar essas variações permite, 
portanto, caracterizar as populações quanto às suas relações históricas e genéticas, assim 
como, compreender melhor o significado dos polimorfismos genéticos.
Os genes KIR são importantes para as respostas imunes, porém ainda são pouco 
compreendidos. Poucas populações humanas foram caracterizadas em relação a esses 
genes e para populações brasileiras há apenas duas populações descritas a respeito das 
freqüências de genes KIR. Em vista disso, no presente estudo temos como objetivo 
caracterizar uma população brasileira de origem predominantemente européia em 
relação à diversidade KIR no contexto de seus ligantes HLA conhecidos e comparar 
com outras populações já descritas.
Os objetivos específicos são:
 Estimar a freqüência de presença de cada gene e calcular as freqüências 
gênicas;
 Calcular a freqüência de haplótipos A e B;
 Verificar a freqüência do grupo alélico não funcional do gene 2DS4;
 Identificar os perfis gênicos de todos os indivíduos da amostra;
 Inferir os haplótipos presentes na amostra populacional;
 Estimar a distância genética entre a população desse estudo e outras 59 
populações caracterizadas anteriormente;
 Identificar os ligantes HLA presentes na amostra e verificar se as 
combinações ligante-receptor estão distribuídas aleatoriamente;
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4 MATERIAL E MÉTODOS
4.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA
A população de estudo (N = 153) trata-se de uma população saudável, 
miscigenada, com ancestralidade predominantemente européia residente em Curitiba e
região metropolitana. Curitiba é a capital do Estado do Paraná e foi fundada 
oficialmente em 29 de março de 1693. Até o século 18, os habitantes da cidade eram 
índios, mamelucos, portugueses e espanhóis. Com a emancipação política do Paraná 
(1854) e o incentivo governamental à colonização na segunda metade do século 19, 
Curitiba foi transformada pela intensa imigração de europeus. Alemães, franceses, 
suíços, austríacos, poloneses, italianos e ucranianos foram os principais imigrantes que 
contribuíram com o crescimento populacional. Curitiba conta hoje com uma população 
de 1.797.408 habitantes e mesmo tendo recebido imigrantes de todas as localidades 
brasileiras, principalmente paulistas, gaúchos, mineiros e nordestinos, a capital 
paranaense ainda é uma cidade de origem predominantemente européia (Fonte: 
Prefeitura Municipal de Curitiba: http://www.curitiba.pr.gov.br acesso 09/08/08 às 
17h30 e IBGE: www.ibge.com.br acesso 09/08/08 às 17h45)
Todos os indivíduos da amostra não possuem vínculos genéticos entre si e 
participaram voluntariamente do estudo, lendo e assinando um termo de consentimento.  
Foi estabelecido um critério para classificar os participantes, de acordo com 
características morfológicas, cor e tipo de cabelo, cor de pele como uma maneira de 
estimar a contribuição relativa de ancestrais europeus, orientais, indígenas e africanos 
de cada indivíduo. Essa metodologia utilizada para subdividir a amostra populacional 
em estratos, de acordo com a ancestralidade e o grau de miscigenação foi previamente 
validado por estudos de genética de populações do nosso grupo de pesquisa, que 
mostraram que a distribuição de alelos que são sabidamente restritos a populações 
autóctones de um continente segue um gradiente através dos estratos populacionais, 
compatível com a ancestralidade inferida pela classificação baseada em características 
morfológicas (BRAUN-PRADO et al., 2000; PROBST et al., 2000). 
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4.2 COLETA DE SANGUE E EXTRAÇÃO DE DNA
A coleta de 20ml de sangue periférico foi realizada no Laboratório de Genética 
Molecular Humana, no Departamento de Genética da UFPR ao longo dos anos, desde 
1994 até os dias atuais, por vários membros da equipe. A extração de DNA foi através 
do método fenol-clorofórmio-alcool isoamílico, seguido de precipitação de DNA com 
álcool isopropílico (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATS, 1989). O DNA foi, 
posteriormente, lavado em etanol 70% e dissolvido em tampão TE (tris-EDTA) 1000:1. 
4.3 GENOTIPAGEM
A genotipagem de catorze genes KIR e um pseudogene foi realizada pelo 
método de PCR (polymerase chain reaction) baseado em oligonucleotídeos de 
seqüência específica, PCR-SSP (specific sequence primer), cujo protocolo segue na 
TABELA 2. Na parte final do processo de genotipagem, foi incorporado o uso de um 
controle interno de PCR, que amplifica o gene HLA-DRB1. Quando utilizado, foi 
introduzido no protocolo uma quantidade de 0,1ul de solução de cada oligonucleotídeo 
a 20mM. As seqüências de todos os oligonucleotídeos estão listadas na TABELA 3. 
As condições de amplificação foram: desnaturação a 94ºC por 180s; Após, 04
ciclos de 94ºC por 15s, 65ºC por 15s e 72ºC por 30s e, 21 ciclos de 94ºC por 15s, 60ºC 
por 15s e 72ºC por 30s; seguidos de 5 ciclos de 94ºC por 15s, 55ºC por 15s e 72ºC por 
30s; finalmente, 72ºC por 720s. 
Após amplificação, foi realizada corrida eletroforética por 50 minutos a 70 Volts 
em gel de agarose 3% (Invitrogen) e coloração com brometo de etídeo para visualizar a 
presença ou ausência dos amplicons correspondentes a cada gene KIR e também 
correspondente ao grupo alélico não funcional de 2DS4. Todos os genes foram 
genotipados com dois pares de oligonucleotídeos iniciadores com hibridação em locais 
distintos, com o objetivo de maior controle e confiabilidade dos resultados, com 
exceção de 2DS1 e 2DS5. Para esses dois genes, há impossibilidade de projetar outro 
par de oligonucleotídeos iniciadores específicos em função da alta similaridade de 
seqüência com outros genes KIR. Quando não houve concordância entre os diferentes 
pares de oligonucleotídeos iniciadores, o procedimento de genotipagem foi repetido 
com ambos os pares de oligonucleotídeos.A genotipagem dos genes HLA -A, -B e -C
foi realizada previamente pelo método de PCR baseado em oligonucleotídeos-sonda de 
seqüência específica, PCR-SSOP (BRAUN-PRADO et al., 2000).
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TABELA 2 – PROTOCOLO DA PCR-SSP
Reagentes Volume/Quantidade
Tampão PCR 10x 1ul
MgCl2 50mM 0,3ul
dNTP (25mM) 0,08ul
Primers 3'e 5' 20mM 0,2ul de cada





4.4 ANÁLISE DE PERFIS
A nomenclatura dos perfis KIR não é consensual e uma nomenclatura 
padronizada ainda não foi estabelecida. O banco de dados “Allelefrequencies.net” 
(MIDDLETON et al., 2003) foi usado como referência para identificar os perfis e obter 
resultados para comparações entre populações. Perfis únicos foram cuidadosamente 
analisados e retipados duas a três vezes para validar os resultados.
4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA
Após a leitura dos géis, os dados foram transferidos a um banco de dados do 
Microsoft Access, versão 97 e processados no programa Convert (PROBST, 1998). As 
freqüências de presença de cada gene (F) foram calculadas por contagem direta. Devido 
ao fato de que a ausência de um gene KIR ser recessiva, no procedimento de 
genotipagem os heterozigotos e os homozigotos para presença do gene apresentam o 
mesmo resultado. Para calcular a freqüência do gene foi utilizada a fórmula de 
Bernstein: freqüência alélica = 1 - √(1 – f), sendo f a freqüência de presença do gene 
observada na população. Essa fórmula assume que as freqüências do estudo seguem as 
proporções de Hardy-Weinberg. As freqüências dos “genes alélicos” 2DL2-2DL3 e 
3DL1-3DS1 foram estimadas através de duas abordagens: (1) considerando que são 
genes independentes, como os demais genes e (2) considerando que segregam como 
alelos do mesmo loco, possuindo três alelos dos quais dois são co-dominantes (os 
“genes”) e um é recessivo (a ausência do gene). 
As freqüências dos haplogrupos A e B foram estimadas por contagem direta a 
partir da lista de perfis e comparadas com as estimadas, considerando o equilíbrio de 
Hardy-Weinberg, em que A é recessivo. Nessa estimativa, a freqüência dos indivíduos 
homozigotos para o haplogrupo A corresponde a q2. Portanto, a freqüência do 
haplogrupo A (q) foi calculada a partir da raiz quadrada da freqüência de homozigotos 
A e a freqüência dos haplótipos B, através da fórmula: p = 1 – q.
O grupo não funcional do gene 2DS4, muito freqüente em populações já 
analisadas, resultante de uma deleção na região que codifica o domínio extracelular, foi 
analisado. Para os indivíduos portadores desse variante, é possível visualizar uma banda 
mais rápida na corrida eletroforética (22pb menor). Portanto, houve a possibilidade de 
separar os indivíduos que apresentam apenas a banda rápida ou apenas a banda lenta, os 
que são heterozigotos (bandas rápida e lenta) e os que não apresentam o gene. 
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TABELA 3 – LISTA DE OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES (UHRBERG et al., 1997)
Gene Primers Seqüências Exon Posição   Tamanho (pb)
2DL1 KIR1.5/1.3A
KIR2.5/2.3A
GTT GGT CAG ATG TCA TGT TTG AA
GGT CCC TGC CAG GTC TTG CG
TGG ACC AAG AGT CTG CAG GA













CTG GCC CAC CCA GGT CG
GGA CCG ATG GAG AAG TTG GCT
GAG GGG GAG GCC CAT GAA T













CTT CAT CGC TGG TGC TG
CGG CTC TTG GTC CAT TAC AA
TCC TTC ATC GCT GGT GCT G













CAG GAC AAG CCC TTC TGC
CTG GGT GCC GAC CAC T
ACC TTC GCT TAC AGC CCG













TTC TGC ACA GAG AGG GGA AGT A
AGG TCA CTG GGA GCT GAC AA
CGG GCC CCA CGG TTT













TGG CCC ACC CAG GTC G
TGA AAA CTG ATA GGG GGA GTG AGG
CTA TGA CAT GTA CCA TCT ATC CCA














CTG GCC CTC CCA GGT CA
TCT GTA GGT TCC TGC AAG GAC AG
GTT CAG GCA GGA GAG AAT







2DS5 13F/9R TGA TGG GGT CTC CAA GGG






2DS1 F1/F2/R3 CTT CTC CAT CAG TCG CAT GAA
CTT CTC CAT CAG TCG CAT GAG










CGC TGT GGT GCC TCG A
GGT GTG AAC CCC GAC ATG
CCC TGG TAG AAT CAG GAG AGA G













CAA ACC CTT CCT GTC TGC CC
GTG CCG AAA ACC CAG TGA











CAC ACG CAG GGC AGG G 5 936-951
3DS1 Ex9.1/9.3
KIR22.5/22.3
AGC CTG CAG GGA ACA GAA G
GCC TGA CTG TGG TGC TCG
CCT GGT GAA ATC AGG AGA GAG













GTC AGA TGT CAG GTT TGA GCG
CTA GGA ATA GTT GAC CTG GGA AC
GCA GCT CCC GGA GCT TG













GCG CTG TGG TGC CTC G
AGC CAC TCA ATG GGG GAG C
TGC AGC TCC AGC AGC TCA













GTC TGC CTG GCC CAG CT
GTG TGA ACC CCG ACA TCT GTA C
CCA TCG GTC CCA TGA TGG













IC 5’/IC 3’ TGC CAA GTG GAG CAC CCA A




Como não é possível diferenciar aqueles indivíduos que são heterozigotos para 
alelo/ausência (já que a ausência é recessiva), as freqüências alélicas foram estimadas 
supondo o equilíbrio de Hardy-Weinberg.
As diferenças entre populações foram comparadas a partir do teste exato de 
diferenciação populacional e o desequilíbrio de ligação (MATTIUZ et al., 1971). Após 
estimativa de freqüências haplotípicas, foi utilizado o pacote de programas 
computacionais Arlequin, versão 3.16 (EXCOFFIER, LAVAL e SCHNEIDER, 2005)
para a obtenção dos valores de D’ e r2.
As distâncias genéticas foram estimadas a partir do método de Nei (NEI, 1972) e 
o dendrograma foi produzido pelo método neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987)
utilizando o pacote de programas de inferência filogenética PHYLIP (FELSENSTEIN, 
1989) e visualizado no programa Treeview (PAGE, 2002). O programa Haplo-IHP 
(YOO et al., 2007) foi utilizado para auxiliar na inferência de haplótipos, que após, 
foram manualmente e individualmente verificados, a partir do conhecimento prévio da 
diversidade KIR. 
Populações de diversas regiões geográficas e de diferentes ancestralidades que já 
tiveram a diversidade KIR descrita foram comparadas nesse estudo. Um total de 59 
populações foi utilizado para a construção do dendrograma. Embora haja mais 
populações descritas, nem todas apresentam resultados para todos os genes KIR, por 
isso, foram excluídas. Também excluímos da análise os genes de moldura que, por 




5.1 FREQÜÊNCIAS DOS GENES KIR
Todas as freqüências dos genes KIR encontradas na amostra populacional de 
Curitiba estão mostradas na TABELA 4. Observamos que as freqüências dos genes KIR
inibidores foram mais elevadas e homogêneas que as freqüências dos genes ativadores 
Exceto 2DL5 (51,9%), todos os genes KIR inibidores foram encontrados com freqüência 
de presença de pelo menos 59% (2DL2) até 100% (3DL2 e 3DL3), similar às de outras 
populações de ascendência européia. Com exceção do gene 2DS4, nenhum outro gene 
ativador de cauda curta (2DS ou 3DS) atingiu freqüência de presença superior a 60%. O 
gene 2DL4 que, diferentemente dos demais, possivelmente tem dupla função ativadora e 
inibidora e que parece ter expressão constitutiva (CHAN et al., 2005), foi encontrado 
em todos os indivíduos (100%). Os “genes alélicos” 2DL2-2DL3 e 3DL1-3DS1 tiveram 
suas freqüências calculadas como as dos demais genes, separadamente, mas também 
assumindo que são alelos do mesmo loco. Sob essas duas abordagens, as freqüências de 
2DL3 e 3DS1 apresentaram-se diferentes (TABELA 4).
5.2 COMPARAÇÕES ENTRE POPULAÇÕES
A amostra de Curitiba apresentou vários genes cujas freqüências diferiram de 
forma estatisticamente significantes em comparação com as das amostras populacionais 
africana e asiática. Além das três populações européias ou euro-descendentes cujas 
freqüências são mostradas na TABELA 4, outras amostras populacionais de mesma 
ancestralidade foram utilizadas para comparações de freqüências com a amostra de 
Curitiba: Itália, Espanha, USA e Irlanda do Norte (dados não mostrados) (BONTADINI 
et al., 2006; DU et al., 2007; MIDDLETON, MEENAGH e GOURRAUD, 2007; 
MIDDLETON et al., 2007). A amostra da França, mais diferente de Curitiba que as 
demais, apresentou dois locos com freqüências que variaram com significância 
estatística (p<0,05). Com exceção da amostra francesa, todas as outras populações foram 
semelhantes para as freqüências dos locos KIR (p>0,05) e quando houve diferença, esta 
foi apenas para 2DL3. Esse gene foi o que apresentou freqüências mais heterogêneas 
entre as amostras de ancestralidade européia ou euro-descendentes testadas (TABELA 
5). 
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n 153 90 102 108 132 50
Gene KIR F (%) fG fA F (%) F (%)
F (%) F (%) F (%)
2DL1 97.4 0.84 - 96.7 96.1 97.0 100.0 96.0
2DL2 59.4 0.36 0.36 52.2 62.5 50.0 *** 11.4 *** 72.0
2DL3 84.6 0.61 0.55 94.4 * 86.5 91.0 *** 100.0 *** 64.0 **
2DL4 100.0 1.00 - 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
2DL5 51.9 0.31 - 58.9 55.7 47.0 35.6 ** 82.0 ***
2DP1 94.7 0.77 - 96.7 96.1 97.0 100.0 98.0
2DS1 42.1 0.24 - 37.8 45.4 36.0 33.3 10.0 ***
2DS2 59.2 0.36 - 53.3 54.5 51.0 11.4 *** 64.0
2DS3 32.5 0.18 - 38.9 28.6 31.0 13.6 *** 38.0
2DS4 93.6 0.75 - 95.6 95.0 96.0 99.2 100.0
2DS5 31.9 0.17 - 32.2 35.4 27.0 22.0 62.0 ***
3DL1 92.7 0.73 0.74 95.6 95.0 96.0 99.2 ** 100.0
3DS1 37.3 0.21 0.26 41.1 42.0 44.0 31.9 4.0 ***
3DL2 100.0 1.00 - 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
3DL3 100.0 1.00 - 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
F = FREQÜÊNCIA DE PRESENÇA; FG = FREQÜÊNCIA GÊNICA; FA = 
FREQÜÊNCIA ALÉLICA: CONSIDERADA APENAS PARA OS GENES 
ALÉLICOS 2DL2-2DL3 E 3DL1-3DS1. ASTERISCOS (*) REPRESENTAM 
POPULAÇÕES QUE APRESENTARAM DIFERENÇAS ESTATÍSTICAS 
SIGNIFICANTES PARA UM DETERMINADO GENE: * REPRESENTA  
0,050<P<0,010; ** REPRESENTA  0,001<P<0,010 E  *** REPRESENTA P<0,001. 
(PE = PRESENTE ESTUDO; 1 E 5 = MIDDLETON, MEENAGH E GOURRAUD, 
2007; 2 = FLORES ET AL., 2007; 3 = DENIS ET AL., 2005; 4 = YAWATA ET AL., 
2006).
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TABELA 5 – MAIOR HETEROGENEIDADE DE FREQÜÊNCIAS DE 2DL3 ENTRE 
CURITIBA E OUTRAS POPULAÇÕES EUROPÉIAS OU EURO-DESCENDENTES.
2DL1 2DL2 2DL3 2DL5 3DL1
ARG 0,62 0,34 0,18 0,18 0,15
BRA 1,00 0,46 0,00 0,14 0,20
ITA 0,28 0,40 0,10 0,48 0,12
FRA 1,00 0,00 0,00 1,00 0,15
IRL 0,57 0,21 0,00 0,40 0,21
ESP 0,27 0,88 0,70 0,79 1,00
EUA 1,00 0,13 0,07 0,50 0,28
VALORES DE P EM DIFERENTES POPULAÇÕES, PARA COMPARAÇÕES 
FEITAS COM A AMOSTRA POPULACIONAL DE CURITIBA. ALÉM DE TRÊS 
DIFERENÇAS ESTATISTICAMENTE SIGNIFICANTES, HÁ DOIS VALORES DE 
P PRÓXIMOS DO LIMIAR DE SIGNIFICÂNCIA (USA E ITA). VALORES DE P
QUE REPRESENTAM DIFERENÇAS SIGNIFICANTES OU VALORES 
PRÓXIMOS DO LIMIAR DE SIGNIFICÂNCIA (P≤0,10) ESTÃO SUBLINHADOS. 
(ARG: ARGENTINA = FLORES ET AL., 2007; BRA: BRASIL BELO HORIZONTE 
= MIDDLETON ET AL., 2008; ITA: ITÁLIA = BONTADINI ET AL., 2006; FRA:
FRANÇA = DENIS ET AL., 2005; IRL: IRLANDA DO NORTE = MIDDLETON, 
MEENAGH E GOURRAUD, 2007; ESP: ESPANHA = MIDDLETON ET AL., 2007; 
EUA: ESTADOS UNIDOS = DU ET AL., 2005). 
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Os genes também foram testados em conjuntos com o objetivo de comparar 
populações. Comparando o conjunto total de genes KIR, a amostra populacional do 
estudo foi semelhante a todas as populações de ancestralidade européia ou 
predominantemente européia previamente analisadas e diferente de populações 
ameríndias, africanas ou afro-descendentes e asiáticas. Entretanto, comparando apenas 
as freqüências dos genes KIR inibidores, Curitiba foi semelhante aos ameríndios da 
Venezuela e Argentina (TABELA 6).
5.3 DELEÇÃO DE 22PB EM 2DS4
HSU et al. (2002) descreveram um variante não funcional de 2DS4 que foi 
chamado de KIR1D. Agora, sabemos que se trata de um grupo de pelo menos quatro 
alelos que compartilham a mesma deleção (ROBINSON et al., 2003), cuja freqüência 
foi estimada para a amostra populacional de Curitiba, considerando que as proporções 
seguem o equilíbrio de Hardy-Weinberg (TABELA 7). Estimamos que 54% dos 
indivíduos apresentam em ao menos um cromossomo um alelo funcional, enquanto 
75% apresentam em ao menos um cromossomo um alelo não funcional.
5.4 PERFIS KIR E FREQÜÊNCIA DE HAPLOGRUPOS
Cada perfil representa o fenótipo encontrado em cada indivíduo. Um total de 27
perfis foi encontrado (TABELA 8), sendo que o mais freqüente, resultado do genótipo 
homozigoto A/A, esteve presente em 28,8% dos indivíduos. Dez perfis foram 
encontrados em um único indivíduo (F = 0,8% cada). Através da lista de perfis, por 
contagem direta, estimamos que as freqüências dos haplogrupos A e B, que foram 54% 
e 46%, respectivamente. As freqüências dos genótipos A/A, A/B e B/B estão de acordo 
com o esperado pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg (p = 0,94).
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TABELA 6 – COMPARAÇÕES ENTRE A AMOSTRA POPULACIONAL DE 
CURITIBA E OUTRAS POPULAÇÕES PARA TODO O CONJUNTO DE GENES 
KIR E PARA OS SUBCONJUNTOS DE GENES INIBIDORES E ATIVADORES.
Ref. População Todos Ativadores Inibidores
2 Argentina NS NS NS
1 Brasil B.Horizonte NS NS NS
5 Itália NS NS NS
3 França NS NS NS
6 Espanha NS NS NS
7 EUA NS NS NS
4 Japão *** *** ***
8 China Hong Kong *** * ***
5 África do Sul *** *** ***
9 Cidade do México NS NS NS
10 VEN Warao *** ** NS
11 VEN Bari *** *** *
12 VEN Huilliches *** ** *
13 ARG Chiriguanos * *** NS
14 ARG Wichis *** *** NS
ASTERISCOS REPRESENTAM POPULAÇÕES QUE APRESENTARAM DIFERENÇAS 
ESTATÍSTICAMENTE SIGNIFICANTES PARA UM DETERMINADO GENE, SENDO QUE: * 
REPRESENTA 0,050>P>0,010; ** REPRESENTA  0,001<P<0,010 E  *** REPRESENTA P<0,001 E 
NS REPRESENTA NÃO SIGNIFICANTE. AS ÚLTIMAS CINCO POPULAÇÕES SÃO
AMERÍNDIAS; ARG: ARGENTINA; VEN: VENEZUELA. NOTE QUE CURITIBA DIFERIU
ESTATÍSTICAMENTE DOS AMERÍNDIOS EM RELAÇÃO AO CONJUNTO TOTAL DE GENES E 
AO CONJUNTO DE GENES ATIVADORES, MAS APRESENTOU SEMELHANÇAS EM RELAÇÃO 
AO CONJUNTO DE GENES INIBIDORES (ESCURO). BARI E HUILLICHES DIFERIRAM DE 
CURITIBA EM RELAÇÃO AOS GENES INIBIDORES, MAS APRESENTARAM VALORES DE P 
PRÓXIMOS DO LIMIAR DE SIGNIFICÂNCIA (0,038 E 0,048 RESPECTIVAMENTE) (1, 5 AND 8 = 
MIDDLETON ET AL, 2008; 2, 13 AND 14 = FLORES ET AL., 2007; 3 = DENIS ET AL., 2005; 4 = 
YAWATA ET AL., 2006; 5 = BONTADINI ET AL., 2006; 6 = MIDDLETON ET AL., 2007; 7 = DU 
ET AL., 2007; 9 = GUTIERREZ-RODRIGUEZ ET AL., 2006; 10, 11 AND 12 = GENDZEKHADZE ET 
AL., 2006).
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TABELA 7 – FREQÜÊNCIAS DO GRUPO ALÉLICO FUNCIONAL E GRUPO NÃO 
FUNCIONAL DE 2DS4. 
Curitiba França Senegal
F (%) gf F (%) Gf F (%) Gf
Grupo alélico 
funcional
54 0,27 31 0,17 83 0,59
Grupo alélico não
funcional
75 0,50 84 0,60 48 0,28
F = FREQUENCIA DE PRESENÇA; GF = FREQÜÊNCIA DO GRUPO ALÉLICO. (DENIS ET AL., 
2005)
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1 1 7 38 28.8
2 4 9 18 13.6
3 2 11 13 9.8
4 5 11 10 7.6
5 3 13 8 6.1
6 7 13 6 4.5
7 71 10 5 3.8
8 6 14 4 3.0
9 73 13 3 2.3
10 70 12 3 2.3
11 104 7 2 1.5
12 81 11 2 1.5
13 27 10 2 1.5
14 15 8 2 1.5
15 86 12 2 1.5
16 11 12 2 1.5
17 9 12 2 1.5
18 45 11 1 0.8
19 188 10 1 0.8
20 106 10 1 0.8
21 58 13 1 0.8
22 174 11 1 0.8
23 216 11 1 0.8
24 171 7 1 0.8
25 89 8 1 0.8
26 69 9 1 0.8
27 new 8 1 0.8
CAIXAS PRETAS REPRESENTAM A PRESENÇA DO GENE E AS BRANCAS, AUSÊNCIA. OS 
GENES ESTÃO LISTADOS CONFORME A ORDEM NO CROMOSSOMO. CADA PERFIL 
REPRESENTA OS GENES QUE O INDIVÍDUO POSSUI, INDEPENDENTE DO NÚMERO DE 
CÓPIAS DE CADA GENE OU DOS HAPLÓTIPOS QUE FORMAM CADA PERFIL. “GRUPO” = 
GENÓTIPO CONSIDERANDO HAPLOGRUPOS A E B; ID = O NÚMERO DO PERFIL QUE ESTÁ 
CATALOGADO ON-LINE NO “ALLELEFREQUENCIES.NET” (MIDDLETON, 2003); NG = 
NÚMERO DE GENES POR PERFIL; N = NÚMERO DE PORTADORES; F = FREQÜÊNCIA 
RELATIVA.
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5.5 INFERÊNCIA DE HAPLÓTIPOS
A partir de métodos de inferência descritos, 25 haplótipos foram encontrados na 
amostra populacional em estudo (TABELA 9), dos quais 20 já foram encontrados 
anteriormente em estudos de segregação em famílias (KHAKOO e CARRINGTON, 
2006). Os outros 5 haplótipos foram inferidos a partir de combinações possíveis 
considerando conhecimentos prévios sobre desequilíbrio de ligação entre locos KIR. 
Esse grupo de 5 haplótipos representa apenas 3% dos haplótipos da amostra.
5.6 DISTÂNCIAS GENÉTICAS
As distâncias genéticas e o dendrograma, na maioria dos casos, apresentaram 
consistência com os grupos étnicos e geográficos (FIGURA 8). Europeus e euro-
descendentes se agruparam, mas subdivididos. As duas populações mais divergentes 
foram a de africanos quando comparada com ameríndios e asiáticos. As populações 
asiáticas permaneceram agrupadas, com exceção de duas populações de ascendência 
asiática que residem em outros continentes (asiáticos residentes nos EUA e Trinidad –
África) e uma população da cidade de Karachi (Paquistão). Populações indígenas 
mexicanas, venezuelanas e argentinas formaram um único grupo, exceto Wichi de Salta, 
Argentina, que ficou separada dos demais ameríndios. Mestiços mexicanos, de 
ascendência predominantemente européia, agruparam-se com euro-descendentes, mas 
essa foi a população mais divergente do grupo. Finlândia e Norte-Americanos de 
ascendência predominantemente européia (USACaucas) não se agruparam com 
populações de mesma ancestralidade. Todas as populações utilizadas no dendrograma 
estão listadas e referenciadas na TABELA 10.
5.7 DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO
Foi encontrado desequilíbrio de ligação significante ou (p<0,05) em 39 pares de 
locos (FIGURA 9). Os valores de desequilíbrio positivo mais elevado foi observado 
entre os pares 2DL5-2DP1 (D’=0,86). Os valores de desequilíbrio negativo mais 
elevados foi encontrados, não surpreendentemente, para o par de alelicos 3DL1-3DS1
(D’= -0,66). Outro par alélico, 2DL2-2DL3 também mostrou valor de desequilíbrio 
negativo elevado (D’= -0,37).
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CAIXAS PRETAS REPRESENTAM A PRESENÇA DO GENE E AS BRANCAS, AUSÊNCIA. OS 
GENES ESTÃO LISTADOS CONFORME A ORDEM NO CROMOSSOMO. A COMBINAÇÃO DE 
DOIS HAPLÓTIPOS EM UM MESMO INDIVÍDUO RESULTA NO PERFIL GÊNICO. OS ÚLTIMOS 
SEIS HAPLÓTIPOS NÃO FORAM ENCONTRADOS PREVIAMENTE EM ESTUDOS DE 
SEGREGAÇÃOM EM FAMÍLIAS (KHAKOO E CARRINGTON, 2006)
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FIGURA 8 – DISTÂNCIAS GENÉTICAS ESTIMADAS PELO MÉTODO DE NEI
ENTRE 59 POPULAÇÕES DE DIVERSOS LOCAIS DO MUNDO VISUALIZADA 
EM UM DENDROGRAMA NEIGHBOR-JOINING.
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TABELA 10 – POPULAÇÕES DO DENDROGRAMA
Nome no dendrograma Nome e tamanho da população Referência
Amazon Ameríndios da Amazônia (EWERTON et al., 2007)
Argentina  Argentina 102 Dados não publicados *
Argentina 2 Argentina, Buenos Aires 365 (FLORES et al., 2007)
Chaco Wichi Ameríndios da Argentina, Chaco Wichis 82 (FLORES et al., 2007)
Chiriguano Ameríndios da Argentina, Chiriguanos 54 (FLORES et al., 2007)
Salta Wichi Ameríndios da Argentina, Salta Wichis 19 (FLORES et al., 2007)
Czech República Tcheca (PAVLOVA et al., 2008)
Bhorizonte Brasil Belo Horizonte 90 (MIDDLETON et al., 2008)
Chinese Han China, Zhejiang Han 104 (JIANG et al., 2005)
Comoros Comarões 54 (FRASSATI et al., 2006)
CookIsland Ilhas Cook 48 (MIDDLETON et al., 2008)
Costa Rica Costa Rica, Guanacaste 117 (CARRINGTON et al., 2005)
White Cuba Euro-descendentes de Cuba  70 (MIDDLETON et al., 2008)
Curitiba Euro-descendentes de Curitiba 153 Presente estudo
UK-Cauca Euro-descents do Reino Unido 126 (COOK, MOSS e BRIGGS, 2003)
AfroCaribb Afro Caribenhos   54 (COOK, MOSS e BRIGGS, 2003)
Finland Finlândia,  Helsinki 101 (DENIS et al., 2005)
S. France France, sudeste pop2 38 (FRASSATI et al., 2006)
W. France France oeste 108 (DENIS et al., 2005)
Guadeloupe Guadalupe 118 (DENIS et al., 2005)
Hong Kong China, Hong Kong 100 (MIDDLETON et al., 2008)
N. Ireland Irlanda do Norte pop2 154 (MIDDLETON et al., 2007)
Afri-Ivory Costa Ivory, Abidjan 25 (JENNES et al., 2006)
Japan1 Japão 41 (YAWATA et al., 2002)
Japan2 Japão 132 (YAWATA et al., 2006)
Latvia Latvia 98 (NIKITINA-ZAKE et al., 2004)
Lebanese Líbano 120 (MAHFOUZ et al., 2006)
Macedonia Macedônia 120 Dados não publicados *
Mexico City Cidade do México, Mestiços 86 (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006)
Huicoles México Huicholes 73 (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006)
Purepechas México Purepechas 53 (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006)
Tarahumara México Tarahumaras 65 (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006)
MEX Mestizo México Veracruz Mestizos 51 (CONTRERAS et al., 2007)
Oman Oman 99 (MIDDLETON et al., 2008)
KaracAsian Paquistaneses de Karachi 78 (NORMAN et al., 2002)
Palestine Palestinos, Jordan 105 (NORMAN et al., 2001)
Reunion Reúnion 101 (DENIS et al., 2005)
Romania Euro-descendentes da Romênia 123 Dados não publicados *
Samoa Samoa 50 (VELICKOVIC, VELICKOVIC e DUNCKLEY, 2006
Senegal Senegal 90 (DENIS et al., 2005)
Singapore Chineses de Singapura 47 (MIDDLETON et al., 2008)
Afri-San Sul-Africanos, San 91 (MIDDLETON et al., 2008)
Afri-Xhosa Sul-Africanos, Xhosa 50 (MIDDLETON et al., 2008)
S. Korea Coréia do Sul 154 (WHANG et al., 2005)
SPABasques Espanha, Bascos 71 (SANTIN et al., 2006)
SPAGranada Espanha, Granada 100 WS (MIDDLETON et al., 2008)
Sweden Suécia, Vasterbotten 150 (ARNHEIM, DILLNER e SANJEEVI, 2005)
Tokelau Tokelau 47 (MIDDLETON et al., 2008)., 2006
Tonga Tonga 49 (MIDDLETON et al., 2008)
Trinidad Africanos de Trinidad 62 (NORMAN et al., 2002)
TriniAsian Sul asiáticos de Trinidad 108 (NORMAN et al., 2002)
US Africans Africanos americanos da Califórnia 58 (DU et al., 2007)
US Asian Asiáticos americanos da Califórnia 150 (DU et al., 2007)
USAEastern Euro-descendentes dos EUA 213 (CARRINGTON et al., 200
US Caucas Euro-descendentes da Califórnia, EUA 195 (DU et al., 2007)
Hispanic Hispânicos da Califórnia 128 (DU et al., 2007)
VEN Bari Ameríndios da Venezuela, Bari 80 (GENDZEKHADZE et al., 2006)
VEN Warao Ameríndios da Venezuela, Warao 89 (GENDZEKHADZE et al., 2006)
VEN Yucpa Ameríndios da Venezuela, Yucpa 61 (GENDZEKHADZE et al., 2006)
* DADOS NÃO PUBLICADOS, DISPONÍVEL NO ALLELEFREQUENCIES.NET (MIDDLETON, 
2005).
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2DL1 2DL2 2DL3 2DL5 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DS1 2DP1 D’
2DL1 0.09 0.08 <10-3 <10-3 0.09 0.01 0.01 <10-2 0.02 0.01 0.17
1.0
2DL2 0.12 0.04 0.01 0.19 0.06 0.01 0.01 <10-3 0.01 0.11
0.8
2DL3 0.01 0.01 0.13 0.03 0.01 <10-2 <10-2 <10-4 0.09
0.6
2DL5 0.14 0.03 0.08 0.03 0.11 0.06 0.13 0.10
0.4
2DS1 0.01 0.02 0.07 0.18 <10-2 0.17 <10-2
0.2
2DS2 0.06 <10-2 <10-3 0.07 0.13 <10-3
0
2DS3 0.02 <10-3 0.01 0.01 <10-2
-0.2
2DS4 0.12 0.16 0.24 0.01
-0.4










FIGURA 9 – DESEQUILÍBRIO DE LIGAÇÃO ENTRE PARES DE GENES KIR. 
A LINHA PONTILHADA DIVIDE A FIGURA EM DUAS PARTES: ACIMA, AS CORES 
INFORMAM OS VALORES DE D’ SEGUINDO A ESCALA DE COR À DIREITA. DENTRO DAS 
CAIXAS COLORIDAS ESTÃO ESCRITOS OS VALORES DE R2; ABAIXO, VALORES DE P




A TABELA 11 mostra as freqüências observadas de ligantes HLA dos 
receptores KIR. Homozigotos C1/C1 corresponderam a 43,8% enquanto os genótipos 
C1/C2 e C2/C2 foram encontrados em freqüências de 27,0% e 29,2% respectivamente. 
Homozigotos Bw4 representaram 15,9% e heterozigotos representaram 42,8% dos 
indivíduos testados. Nós chamamos de ligantes funcionais aqueles cujos receptores KIR
estão presentes no indivíduo. Assim, se um indivíduo tem 2DL2, mas não 2DL1 e 
possui ambos os ligantes C1 e C2, esse tem apenas um ligante funcional (C1), em vista 
da ausência do receptor para C2, 2DL1, nesse indivíduo. A população em estudo 
apresentou uma média de 3,2 ligantes funcionais por indivíduo e cada indivíduo tem ao 
menos dois ligantes funcionais. Todos os ligantes e seus respectivos receptores tiveram 
suas freqüências distribuídas independentemente (dados não mostrados).
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Bw4 (HLA-B) 0.371 56.3
Bw4-80I (HLA-B) 0.211 35.2
Bw4-80I (HLA-A) 0.211 35.1
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6 DISCUSSÃO
A população de Curitiba apresentou freqüências dos genes KIR semelhantes às 
de outras populações de ascendência européia, o que era esperado considerando a 
origem predominantemente européia da população em estudo. O gene inibidor 2DL3, 
contudo, apresentou maior heterogeneidade entre populações européias (dados não 
mostrados) e foi diferente significativamente comparando Curitiba e outras populações 
européias ou euro-descendentes, incluindo a amostra populacional brasileira de Belo 
Horizonte, Minas Gerais (p = 0,004) e França (p = 0,001). A freqüência de 2DL2
encontrada em Curitiba também diferiu da freqüência encontrada na população francesa 
(p < 10-5). A razão para essa heterogeneidade não está clara, entretanto, é possível que 
esteja relacionada com a suposta função redundante desses dois genes, que são 
considerados alelos do mesmo loco e ambos codificam receptores que reconhecem 
ligantes HLA-C do grupo C1. Portanto, 2DL2 e 2DL3 podem estar expostos a uma mais 
baixa pressão seletiva quando comparada a outros genes inibidores. O relaxamento de 
seleção natural poderia permitir flutuações de suas freqüências devido a fatores 
demográficos. Essa hipótese ainda reafirma a importância da seleção natural para a 
manutenção de freqüências dos outros genes KIR. Por outro lado, a heterogeneidade das 
freqüências desses alelos pode ser resultado de dificuldades na genotipagem através do 
método SSP. Os genes KIR são muito semelhantes em seqüência e problemas causados 
por amplificação inespecífica podem ocorrer. Na tentativa de diminuir erros de 
genotipagem, controles adequados e aplicação de métodos que apresentem resultados 
redundantes são importantes, como o uso de mais de um par de oligonucleotídeos 
iniciadores para cada gene. Além disso, nesse estudo, todos os resultados duvidosos ou 
que não houve concordância entre os pares de oligonucleotídeos foram repetidos várias 
vezes e fez-se uso de um controle interno de PCR que amplifica um gene não KIR. 
Portanto, consideramos improvável que as diferenças sejam devidas a problemas de 
tipagem em nosso estudo. 
Comparando a estimativa de freqüências dos “genes alélicos” pelas duas 
abordagens utilizadas – considerando que são genes ou alelos do mesmo loco –
encontramos diferenças entre as freqüências de 2DL3 e 3DS1 (TABELA 1). Em vista 
dos conhecimentos anteriores a respeito dos haplótipos KIR (UHRBERG, PARHAM e 
WERNET, 2002), acreditamos que a estimativa que os considera alelos do mesmo loco 
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seja a maneira correta para estimativa das freqüências, uma vez que eles segregam de 
forma mendeliana.
A similaridade entre Curitiba e outras populações européias ou de ancestralidade 
predominantemente européia também foi observada tanto para as freqüências de todo o 
conjunto de genes quanto para os subgrupos de genes inibidores e de genes ativadores. 
Para esse mesmo conjunto e subgrupos, a população de Curitiba difere de populações 
asiáticas e ameríndias (TABELA 2). Interessantemente, as freqüências dos genes 
inibidores foram semelhantes entre Curitiba e populações ameríndias. Outros estudos já 
mostraram que as freqüências dos genes inibidores normalmente são maiores e 
distribuídas mais homogeneamente entre populações do que as freqüências dos genes 
ativadores. Assim, os genes inibidores parecem ser mais importantes que os ativadores 
na atividade normal do organismo e no controle da homeostase (PARHAM, 2005), fato 
esse relacionado com a importância dos sinais inibidores na regulação da função das 
células NK. Para demonstrar a maior homogeneidade inter-populacional e freqüências 
mais elevadas dos genes inibidores são verdadeiras, obtivemos todas as freqüências dos 
genes KIR de populações européias ou euro-descendentes publicados no 
“Allelefrequencies.net” (MIDDLETON et al., 2003) e colocamos na forma de gráficos 
(FIGURA 10). É possível visualizar que, com exceção de 2DL2 e 2DL5, comuns nos 
haplótipos do haplogrupo B, os genes KIR inibidores são distribuídos mais 
homogeneamente e ocorrem em freqüências mais altas que os ativadores. Outra 
evidência da menor importância dos genes ativadores é a alta freqüência do grupo de 
alelos não funcionais do gene 2DS4, único ativador de cauda curta do freqüente 
haplogrupo A. Assim como em outras populações já estudadas, Curitiba apresentou alta 
freqüência desse grupo alélico. Enquanto o grupo não funcional ocorre em alta 
freqüência em europeus e euro-descendentes, em Senegal sua freqüência é mais baixa. 
Além disso, as freqüências dos grupos alélicos de 2DS4 foram estatisticamente 
diferentes quando comparamos Curitiba e França (p = 0,03). O haplogrupo A é muito 
freqüente na maioria das populações estudadas e devido à alta freqüência da deleção de 
22pb em 2DS4, muitos indivíduos sequer apresentam genes inibidores de cauda curta 
funcionais em seu repertório KIR (WITT et al., 1999; HSU et al., 2002). Por outro lado, 
todos os indivíduos até hoje analisados apresentaram genes KIR inibidores, sugestão de 
que os genes ativadores são mais dispensáveis que os inibidores (PARHAM, 2005). Nós 
estimamos que 33% dos homozigotos para o haplogrupo A
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FIGURA 10 – DISTRIBUIÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PRESENÇA DOS GENES 
KIR EM POPULAÇÕES EUROPÉIAS E EURO-DESCENDENTES. OS NÚMEROS À 
ESQUERDA REPRESENTAM A FREQÜÊNCIA EM PORCENTAGEM. FORAM 
UTILIZADAS TODAS AS POPULAÇÕES EUROPÉIAS OU EURO-DESCENDENTES 
ENCONTRADAS NO “ALLELEFEQUENCIES.NET” EM OUTUBRO DE 2008 E CADA 
PONTO DO GRÁFICO REPRESENTA UMA DESSAS POPULAÇÕES.
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desse estudo são também homozigotos para o grupo alélico não funcional
de 2DS4, o que representa 7,9% da população. Ainda, a deleção de 2DS4, que resulta 
em duas bandas de diferentes tamanhos na visualização em gel de agarose auxilia na 
elucidação e inferência de haplótipos, já que é possível identificar indivíduos 
heterozigotos que apresentam o grupo alélico funcional em um cromossomo e o não 
funcional em outro. Assim, através da tipagem, podemos saber se alguns indivíduos 
apresentam o gene 2DS4 nos dois cromossomos, o que não é possível para os outros 
genes devido à recessividade da ausência do gene.
Perfis KIR podem ajudar na compreensão das relações entre populações. Alguns 
perfis são característicos de certas populações e seus descendentes ou certos grupos de 
populações. Nossos resultados revelaram que apesar de um grande número de perfis 
gênicos encontrados (27), apenas oito desses representam 77,5% da diversidade de 
perfis da amostra (TABELA 8). Analisando esses perfis dessa amostra, verificamos que 
o perfil resultante do genótipo homozigoto A/A teve freqüência semelhante a outras 
populações de ancestralidade européia. Também observamos alguns perfis em baixa 
freqüência, que não são comuns em populações dessa ancestralidade. O perfil 18 (ID 
45) foi encontrado em apenas dois indivíduos da população africana de Trinidad 
(NORMAN et al., 2002); o perfil 22 (ID 174) foi encontrado apenas em ameríndios da 
Amazônia (EWERTON et al., 2007) e em uma população indiana (RAJALINGAM et 
al., 2002); o perfil 23 (ID 216) foi encontrado em apenas dois indivíduos de uma 
população sueca (ARNHEIM, DILLNER e SANJEEVI, 2005); os perfis 19 (ID 188), 
20 (ID106), 21 (ID58), 24 (ID 171), 25 (ID 89) e 26 (ID 69) não são frequentes em 
europeus ou euro-descendentes, sendo característicos de africanos, ameríndios ou 
populações outras de diferentes partes do mundo. A presença desses perfis na população 
de Curitiba pode ser explicada pela ancestralidade dessa população: europeus 
(portugueses, italianos, poloneses, alemães, ucranianos e outros), africanos e indígenas 
que viviam na América do Sul antes da colonização (PROBST et al., 2000). Portanto, 
embora a população em estudo seja de ascendência predominantemente européia, ainda 
assim é uma população miscigenada. Resultados em dois trabalhos do nosso grupo de 
pesquisa, além de resultados não publicados, mostraram que a ancestralidade dessa 
população é de aproximadamente 87% européia, 8% africana e 5% indígena (BRAUN-
PRADO et al., 2000; PROBST et al., 2000). Portanto, a presença de perfis incomuns em 
europeus e uma maior diversidade do que observada naquelas populações não é 
inesperada.
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Os haplótipos poderiam ser ainda mais informativos como marcadores de 
ancestralidade, mas a recessividade da ausência dos genes KIR resulta em dificuldades 
na inferência haplotípica. Análise de segregação (UHRBERG, PARHAM e WERNET, 
2002), é um método confiável para inferir haplótipos, mas limitado, devido à 
necessidade de uma grande amostra de famílias informativas. Neste estudo, foi utilizado 
um novo programa computacional chamado Haplo-IHP, que mostrou eficácia na 
inferência de haplótipos KIR. Segundo os autores, esse programa é mais eficiente que os 
demais já desenvolvidos (YOO et al., 2007). Após a inferência dos haplótipos com 
auxílio desse programa, os perfis foram analisados manualmente, para cada indivíduo. 
Baseados em conhecimentos anteriores a respeito da diversidade KIR e do polimorfismo 
haplotípico, alguns haplótipos foram descartados e alguns dos haplótipos inferidos 
devem ser validados em estudos subseqüentes. Alguns haplótipos que são classificados 
como heterozigotos A/B segundo o Allelefrequencies.net (MIDDLETON et al., 2003)
após serem cuidadosamente analisados e com base na inferência haplotípica, parecem 
ser homozigotos B/B. Por definição, haplótipos B são aqueles que apresentam ao menos 
um dos seguintes genes: 2DL2, 2DL5, 2DS1, 2DS3, 2DS3, 2DS5 e 3DS1. Alguns 
haplótipos do grupo B, entretanto, diferenciam-se dos haplótipos do grupo A apenas 
pela presença de um único genes específico do grupo B (KHAKOO e CARRINGTON, 
2006). A freqüência dos haplogrupos A e B foram estimadas por duas abordagens: 
assumindo o equilíbrio de Hardy-Weinberg e por contagem direta após a inferência dos 
haplótipos e correção da classificação dos perfis. As duas estimativas foram muito 
similares: 48,8% e 48,5% respectivamente. 
Os valores de desequilíbrio de ligação para os pares de genes KIR podem variar 
entre populações (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2006; KULKARNI et al., 2008). 
Como esperado, os alelos 2DL2 e 2DL3 mostraram desequilíbrio de ligação negativo 
(D’ = -0,37), mas não tão elevado como o outro par de alelos, 3DL1 e 3DS1 (D’ = -
0,67). Entretanto, alguns haplótipos em que ambos os alelos do par estão presentes já 
foram descritos (KHAKOO e CARRINGTON, 2006) e alguns perfis raros em que há 
ausência dos dois alelos de um dos pares já foram catalogados no Allelefrequencies.net. 
A existência desses perfis ainda deverá ser verificada, pois erros de genotipagem não 
podem ser descartados, possibilidade essa reforçada pelo fato de alguns dos perfis terem 
sido descritos em apenas uma população e em um único indivíduo.
O dendrograma baseado nas distancias genéticas (FIGURA 8) reflete as 
similaridades e diferenças da distribuição de freqüências dos genes KIR entre 
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populações. É importante frisar que dendrogramas como esse não refletem a história 
biológica das populações já que para isso é necessário muito mais do que o estudo de 
uma única família gênica. O agrupamento de certas populações pode ser fruto de 
miscigenação, seleção natural e deriva genética, além de outros fatores evolutivos 
estocásticos, e não necessariamente de ancestralidade comum das populações. 
Entretanto, o dendrograma é informativo no sentido de mostrar que a ancestralidade 
comum é o fator principal para a distribuição dos genes e suas freqüências entre 
populações, (na maioria dos agrupamentos é comum também encontrar populações que 
compartilham mesma ancestralidade), seguido por fluxo gênico e possivelmente outros 
fatores demográficos. Curitiba se agrupou com Argentina, República Tcheca, Espanha,
outras populações do mediterrâneo, entre outras. Orientais ficaram próximos dos 
mexicanos e populações ameríndias, como esperado considerando que a ancestralidade 
comum é o principal fator responsável pelas freqüências semelhantes de genes KIR.
Wichis de Salta são os únicos indígenas que não se agruparam com os demais, ficando 
próximos dos afro-caribenhos. Entretanto, o tamanho amostral muito pequeno dessa 
população indígena (N = 19) pode ter contribuído para o distanciamento dessa 
população indígena das demais, devido ao erro da estimativa das freqüências. Africanos 
mostraram a maior diversidade inter-populacional, pois apesar de estarem distantes e 
separadas das demais, não estão reunidas em um único grupo.
A análise das combinações KIR-HLA, considerando receptores KIR e seus 
ligantes, revelaram que eles estão distribuídos independentemente (resultados não 
mostrados), portanto, não foi encontrada evidência de co-evolução por seleção natural. 
Entretanto, é importante lembrar que, para uma associação estatisticamente significante 
ser observada em um estudo populacional como esse, a pressão seletiva deveria ser 
bastante pronunciada. Através de outra abordagem, analisando muitas populações de 
diferentes continentes, foram encontradas correlações negativas de freqüências entre 
genes KIR ativadores e as freqüências de seus ligantes, interpretados como uma 
evidência da ação da seleção natural (SINGLE et al., 2007; KULKARNI et al., 2008). 
Devido ao fato de tanto KIR quanto HLA serem altamente polimórficos e essas duas 
famílias gênicas segregarem independentemente, um indivíduo poderia não ter ligantes 
para um receptor ou vice-versa. Verificamos que nessa população todos os indivíduos 
apresentam ao menos uma combinação KIR-HLA funcional.  Se não encontramos 
evidências de correlação de freqüências KIR-HLA como indicativo de seleção natural, 
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por outro lado, a ausência de indivíduos sem ligantes KIR funcionais provavelmente 
não é casual.
Apesar do elevado grau de polialelismo no loco HLA-B, as moléculas HLA-B 
podem ser subdivididas em dois grupos, por apresentarem um dos dois epítopos 
denominados Bw4 ou Bw6. O primeiro é o ligante para os produtos dos “genes alélicos” 
3DL1 e 3DS1, enquanto Bw6 não interage com qualquer receptor KIR. Entre as 
moléculas HLA com epítopos Bw4, as que apresentam isoleucina na posição 80 (Bw4-
80I) têm maior afinidade pelo receptor que as moléculas com treonina na mesma 
posição. Interessantemente, algumas moléculas HLA-A também apresentam o epítopo 
Bw4 e também podem servir como ligantes dos mesmos receptores. Estas moléculas 
HLA-A são A23, A24, A2403, A25 e A32. Todas elas apresentam o epítopo com maior 
afinidade pelos receptores KIR, Bw4-80I (CELLA et al., 1994; CARR, PANDO e 
PARHAM, 2005). Na população analisada, observamos a mesma freqüência de Bw4-
80I provenientes dos locos HLA-A e HLA-B (0,211).  Dos indivíduos que apresentaram 
ausência de Bw4 de HLA-B, 45% apresentaram Bw4 de HLA-A. Portanto, esses dois 
genes provavelmente são igualmente importantes na função de reconhecimento por 
parte das células NK.
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7 CONCLUSÃO
A população de Curitiba é semelhante a outras populações européias ou euro-
descendentes, mas, ainda assim, uma população miscigenada, com maior diversidade de 
perfis e haplótipos, sendo alguns comuns em populações africanas e indígenas. Os 
haplogrupos A e B apresentaram 54% e 46%. O grupo alélico não funcional de 2DS4
apresentou alta freqüência e cerca de 7,9% da população não apresenta genes KIR
ativadores de cauda curta funcionais. Obtivemos 27 diferentes perfis e 25 haplótipos,
sendo que destes, alguns deverão ser validados em estudos subseqüentes. Não foram 
encontrados indivíduos com ausência de ligantes KIR funcionais. No dendrograma, em 
que Curitiba se agrupou com populações européias e euro-descendentes, foi evidenciado 
que a ancestralidade é o fator principal para que as populações tenham sido agrupadas, 
reflexo das similaridades e diferenças entre as freqüências dos genes KIR. As 
freqüências de ligantes e receptores estão distribuídas independentemente, resultado 
compatível com pressão seletiva favorável a certas combinações baixa ou mesmo nula. 
Além de HLA-B, HLA-A também apresentou em alta freqüência moléculas com o 
epítopo Bw4 que são ligantes dos “genes alélicos” 3DL1 e 3DS1. Estudos populacionais 
não somente fornecem o fundamento para estudos evolutivos, mas também podem 
ajudar para a compreensão da variação normal desses genes, o que poderá servir como 
base para outros estudos. Podem colaborar na compreensão de como a ausência ou 
presença de certos receptores KIR e de combinações KIR-HLA contribuem para a 
patogênese de doenças complexas.
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